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BLO  Blowing  Wayne  1-Mar-2014  4  4  Otter Creek/OT (CR) 
CLF  Clifford Pearson  Estill  14-Aug-2014  2  1  Station Camp Creek/SC (KR) 
CLI  Climax  Rockcastle  31-Jul-2014  4  2  Roundstone Creek/RO (RR) 
FLE  Fletcher Spring  Rockcastle  15-Mar-2014  4  2  Skegg Creek/SK (RR) 
GSP  Great Saltpetre  Rockcastle  15-Aug-2014  4  2  Roundstone Creek/RO (RR) 
HIC  Hicksey  Jackson  14-Aug-2014  4  1  Station Camp Creek/SC (KR) 
HIS  Hisel  Jackson  1-Aug-2014  1  1  Station Camp Creek/SC (KR) 
HRT  Hurt  Wayne  12-Jul-2014  4  4  Beaver Creek/BE (CR) 
JES  Jesse  Wayne  28-Sep-2013  4  4  Otter Creek/OT (CR) 
JGR  John Griffin  Jackson  31-Jul-2014  4  2  Horse Lick Creek/HL (RR) 
KOG  Koger  Wayne  28-Sep-2013  1  4  Beaver Creek/BE (CR) 
LAI  Lainhart #1  Jackson  1-Aug-2014  4  2  Station Camp Creek/SC (KR) 
LAK  Lakes  Jackson  31-Jul-2014  4  2  Horse Lick Creek/HL (RR) 
MOR  Morning Hole  Jackson  14-Aug-2014  2  1  Station Camp Creek/SC (KR) 
MUL  Mullins Spring  Rockcastle  15-Mar-2014  2  2  Roundstone Creek/RO (RR) 
PHC  Pine Hill  Rockcastle  15-Mar-2014  3  2  Roundstone Creek/RO (RR) 
PIN  Piney Grove  Pulaski  20-Oct-2013  3  3  Pitman Creek/PI (CR) 
POU  Pourover  Pulaski  20-Oct-2013  4  3  Buck Creek/BU (CR) 
RCH  Richardson's  Pulaski  20-Oct-2013  4  3  Pitman Creek/PI (CR) 
ROA  Roadside  Pulaski  4-Jul-2012  1  3  Pitman Creek/PI (CR) 
SAV  Savage  Clinton  28-Sep-2013  2  4  Spring Creek/SP (CR) 
SOR  Sinks of Roundstone  Rockcastle  15-Aug-2014  2  2  Roundstone Creek/RO (RR) 
SRI  Sinks and Rises  Jackson  1-Aug-2014  3  2  Horse Lick Creek/HL (RR) 
STA  Stab  Pulaski  4-Jul-2012  4  3  Buck Creek/BU (CR) 
STL  Steele Hollow  McCreary  12-Jul-2014  3  4  Little South Fork/LS (CR) 
TEA  Teamers  Rockcastle  15-Aug-2014  4  2  Roundstone Creek/RO (RR) 

































Source of variation  Degrees of freedom  Sum of squares  Variance components  Percentage of variation 
Among groups  3  149.425  2.19461 (Va)  56.30 
Among populations 
within groups  23  108.884  1.44888 (Vb)  37.17 
Within populations  58  14.750  0.25431 (Vc)  6.52 










Source of variation  Degrees of freedom  Sum of squares  Variance components  Percentage of variation 
Among groups  9  196.197  2.16311 (Va)  60.85 
Among populations 
within groups  17  62.112  1.13762 (Vb)  32.00 
Within populations  58  14.750  0.25431 (Vc)  7.15 










Source of variation  Degrees of freedom  Sum of squares  Variance components  Percentage of variation 
Among groups  4  221.073  3.27840 (Va)  81.93 
Among populations 
within groups  22  37.236  0.46852 (Vb)  11.71 
Within populations  58  14.750  0.25431 (Vc)  6.36 

















III (1)  CLF, HIC, LAI, MOR, HIS, SRI, JGR, LAK, CLI  <1  0.468 
III (2)  FLE, PHC, SOR  <1  0.6637 
III (5)  TEA, MUL, GSP  <1  0.673 
I (1)  CLF, HIC, LAI, MOR, HIS  7  0.761 
I (2)  SRI, JGR, LAK, CLI, MUL, GSP, TEA, SOR, PHC, FLE  19  0.0035 
all northern MP-II    14  0.0033 











MP  B  ML  MP  B  ML  MP  B  ML 
Pseudanophthalmus  -  -  -  -  -  -  -  -  - 
Neaphaenops  99  100  74  74  83  74  97  60  - 
Darlingtonea  100  100  72  -  -  -  100  89  90 
Ameroduvalius  98  100  96  88  100  90  100  89  89 
Nelsonites  99  100  -  75  100  78  100  99  98 
Nelsonites + Pseudanophthalmus  -  -  -  46*  60/​99*  67*  66*  75/​95*  48/​87* 
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 FIGURES 
Figure 1.​ (Adapted from Barr 1985b, figure 3) Map showing the major geologic features 
important for cave development in the southeastern United States: MP-I and MP-II 
(green) are western and eastern bands of the Mississippian Plateau.  
 
Figure 2. ​Estimated distribution of ​Pseudanophthalmus​.  
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 Figure 3. ​Dorsal habitus photomicrographs of ​Pseudanophthalmus sp. nov.​ (Steele 
Hollow Cave, McCreary Co., KY), Ameroduvalius jeanneli (Green Hill Cave, Rockcastle 
Co., KY), ​Nelsonites jonesi​ (Richardson’s Cave, Pulaski Co., KY),  and ​Neaphaenops 
tellkampfi​ (Fisher Ridge Cave, Hart Co., KY). 
 
 
Figure 4​. Known distributions of ​Neaphaenops tellkampfi​ and ​Darlingtonea kentuckensis 
in the western (MP-I) and eastern (MP-II) Mississippian Plateau regions of Kentucky and 
Tennessee (Barr 1967, 1979, 1985).  
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 Figure 5​. Dorsal habitus photo montage of ​Darlingtonea kentuckensis​ Valentine, 1952, 
obtained using a Synchroscopy photomicroscopy system with Auto-Montage Pro 
software (Synoptics Ltd.).  
 
Figure 6.​ Agarose gel of PCR products from an annealing temperature gradient for 
optimization of PCR conditions for the wingless primers Wg578F and WgAbR. Band 
brightness indicates amplicon concentration. Nonspecific binding is evidenced by a ~350 
bp fragment, clearly visible for the lower annealing temperatures (left lanes).  
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 Figure 7​. Distribution map of individual collecting localities in eastern Kentucky for a 
study of COI haplotype diversity and population genetic structure in ​Darlingtonea 
kentuckensis​. Numbers correspond to the four faunal regions in structure hypothesis I. 
Each circle represents a population (cave collecting locality). Frequencies and diversity 
of COI haplotypes are represented by size and color(s) of each circle. Similar colors 
qualitatively indicate similar haplotypes.  
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 Figure 8​. Maps showing frequencies and diversity of COI haplotypes for each of (I) four 
faunal regions, (II) ten watersheds, and (III) five genetic clusters. Each color represents 
one haplotype. Color similarity qualitatively indicates haplotype similarity. Haplotype 
frequencies are represented by pie chart diameter.  
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 Figure 9​. A split network generated from an alignment of all 81 COI sequences using the 
NeighborNet algorithm in SplitsTree4 (Huson and Bryant 2006) shows five genetically 
distinct clusters. Bootstrap support values are displayed for the branch with the highest 
support among each group of branches.  Colors of genetic clusters correspond to the 
haplotype clusters in Figure 8 (III).  
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 Figure 10​. Minimum spanning network of 28 COI haplotypes color coded in three ways: 
I​: by faunal region according to structure hypothesis I (1: Kentucky River side of barrier 
1; 2: Rockcastle River side of barrier 1; 3: North of Cumberland River; 4: South of 
Cumberland River); ​II​: by watershed according to structure hypothesis II (codes for 
minor watersheds and associated river drainages are provided in Table 1); ​III​: by genetic 
cluster group (see neighbor-joining network of all 81 COI mtDNA sequences at bottom 
right). Circles are labeled by haplotype (1-28). Diameters represent haplotype frequencies 
(H2 is scaled 50%). Small dots along connecting lines represent nucleotide changes or 
intermediate/unobserved haplotypes.  
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 Figure 11​. Strict consensus of 10,000 trees from parsimony analysis of partial COI 
sequence data for 106 taxa. Branches are labeled with support values from 1000 jackknife 
replicates.  
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 Figure 12​. Strict consensus of 306 trees from parsimony analysis of partial wingless 
sequence data for 63 taxa. 
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 Figure 13​. Strict consensus of 352 trees from parsimony analysis of 840 bp of combined 
partial COI and wg sequence data from 62 OTUs. 
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 Figure 14​. 50 percent majority-rule consensus of trees sampled in Bayesian analysis of 
COI.  
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 Figure 15​. 50 percent majority-rule consensus of trees sampled in Bayesian analysis of 
wingless. Outgroup (​Trechus oregonensis​) omitted from figure due to long branch length. 
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 Figure 16​. 50 percent majority-rule consensus of trees sampled in Bayesian analysis of 
840 bp of combined partial COI and wg sequence data from 62 OTUs. Outgroup 
(​Bembidion erasum​) omitted from figure due to long branch length. 
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 Figure 17​. Majority-rule consensus of sampled trees from maximum likelihood analysis 
of a 501 bp fragment of COI from 106 OTUs.  
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 Figure 18​. Majority-rule consensus of sampled trees from maximum likelihood analysis 
of a 337 bp fragment of wingless from 62 OTUs. Outgroup (​Trechus oregonensis​) 
omitted from figure due to long branch length. 
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 Figure 19​. Majority-rule consensus of sampled trees from maximum likelihood analysis 
of combined data from 60 OTUs. Outgroup (​Bembidion erasum​) omitted from figure due 
to long branch length. 
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 APPENDIX I 
i. TNT commands (all analyses):  
mxram 1000 ; 
hold 10000 ; 
mult=replic 100 ; 
bbreak=tbr; 
nelsen * ; 
resample jak replications 1000 prob 36 ; 
ii. MrBayes commands (combined analysis):  
charset COI = 1-503; 
charset WG = 504-840; 
partition favored = 2: COI, WG; 
set partition = favored; 
lset applyto = (1) nst=6 rates=gamma;  
lset applyto = (2) nst=2 rates=gamma; 
mcmcp ngen=5000000 printfreq=1000 samplefreq=1000 nchains=4; 
(​lset​ options equivalent to those specified for partitions ​(1)​ and ​(2)​ were used in 
COI and wg analyses, respectively) 
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